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RESUMO
Objetivo: Estudar comparativamente as drogas fotossensíveis ftalocianina
cloroalumínio tetrassulfonada e ftalocianina cloroalumínio incorporada a lipossomos.
Método: A cinética de ambas as drogas foi realizada por meio de espectroscopia de
fluorescência ao longo de 48 horas de acompanhamento em tumores colorretais
induzidos quimicamente em ratos Wistar. Após esta etapa, animais com o mesmo tipo
tumoral induzido, foram tratados com terapia fotodinâmica, associando-se a irradiação
com um laser diodo em 660nm e cada um dos elementos fotossensíveis. A análise das
amostras foi feita por histomorfometria e imunoistoquímica. Resultados: A cinética
mostrou o melhor período de irradiação para cada uma das drogas, sendo este em
ambas as drogas entre 22 e 26 horas. Apenas nos grupos da ftalocianina cloroalumínio
tetrassulfonada houve necrose decorrente da terapia, sendo observada em maior
proporção no grupo 72 horas. A imunoistoquímica realizada com o marcador de
proliferação celular Ki67 comprovou os achados da histomorfometria. A ftalocianina
cloroalumínio incorporada a lipossomos mostrou-se instável no tecido in vivo, o que
pode explicar a não ocorrência do seu efeito. Conclusões: A ftalocianina cloroalumínio
tetrassulfonada mostrou-se mais eficiente neste modelo experimental, porém ainda
houve a permanência considerável de tecido tumoral no sítio irradiado, o que sugere a
terapia fotodinâmica como terapia coadjuvante a outras técnicas convencionais.
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11 INTRODUÇÃO
No que concerne à incidência, o câncer de cólon e reto é a terceira
causa mais comum de câncer no mundo, em ambos os sexos, e a segunda causa em
países desenvolvidos. Em homens, esta incidência é maior 20% a 50%, comparando-
se com as mulheres. A sobrevida para este tipo de neoplasia é considerada boa, se a
doença for diagnosticada em estádio inicial. A sobrevida média global em cinco anos
varia entre 40% e 50%, não sendo observadas grandes diferenças entre países
desenvolvidos e em desenvolvimento. Esse relativo bom prognóstico faz com que o
câncer de cólon e reto seja o segundo tipo de câncer mais prevalente em todo o mundo,
com aproximadamente 2,4 milhões de pessoas vivas diagnosticadas com essa
neoplasia. Segundo dados estimativos do INCA (Instituto Nacional do Câncer), este
ano os tumores de cólon e reto atingirão no Brasil, 12.490 casos em homens e de
14.500 em mulheres, porém a estatística real não é de fácil acesso, possui
discrepâncias regionais o que tornam pouco aceitáveis os números divulgados (INCA,
2007; Santos, 2008).
O fator de risco mais importante para esse tipo de neoplasia é a
história familiar, a predisposição genética ao desenvolvimento de doenças crônicas do
intestino, assim como uma dieta com base em gorduras animais, baixa ingesta de
frutas, vegetais e cereais, e ainda, o consumo excessivo de álcool e tabagismo e a
obesidade. A idade também é considerada um fator de risco, uma vez que tanto a
incidência como a mortalidade aumentam proporcionalmente à idade, porém os
mecanismos envolvidos neste fator etário ainda são pouco esclarecidos. A prática de
atividade física regular está associada a um baixo risco de desenvolvimento do câncer
de cólon e reto (Brown, 2005; Otake et al., 2005; Arai, Takubo, 2007; Gunter,
Leitzmann, 2007; INCA, 2007).
Apesar da constatação no aumento do número de casos novos de
câncer no Brasil e no mundo, observa-se claramente, uma redução nas taxas de
mortalidade e morbidade, fato este que pode ser justificado pelo grande avanço em
pesquisa e tecnologia nas áreas de diagnóstico e tratamento dessas doenças (Santos,
2008).
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2Nas últimas décadas houve significante aprimoramento nas técnicas
tradicionais como a cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia, todas utilizadas no
tratamento dos diferentes tipos de neoplasias, porém tais técnicas ainda apresentam
eficiência limitada, bem como graves efeitos colaterais aos pacientes (Cho et al, 2007;
Santos, 2008).
Em um estudo publicado por Cho et al. em 2007, discute-se a
freqüente recorrência (30% a 50%) do câncer colorretal dentro de um período de dois
anos após o procedimento cirúrgico de excisão das massas tumorais, entretanto há um
aumento neste período quando se utilizam terapias associadas, como a quimioterapia e
radioterapia. Tais terapias possuem efeitos colaterais intensos por não serem seletivas
ao tecido tumoral e com base nestas limitações e desvantagens, novas alternativas
terapêuticas têm sido buscadas e desenvolvidas para o tratamento do câncer, dentre
elas destacando-se a Terapia Fotodinâmica (TFD) que, em diversos estudos realizados
nas últimas duas décadas, demonstrou ser eficaz em situações malignas e pré-
malignas, incluindo tumores de cabeça e pescoço, câncer de pulmão, de próstata,
tumores cerebrais, duodenais e colorretais, entre outros (Regula et al., 1995; Kashtan
et al., 1996; Allen et al., 2002; Simplício et al., 2002; Cho et al., 2007; Moghissi et al.,
2007; Zhu, Finlay, 2008).
Em 1903 Tappeiner e Jesionek utilizaram a aplicação tópica de
eosina em carcinoma basocelular de pele com exposição à iluminação comum.
Décadas após, Dougherty e seus colaboradores iniciaram as pesquisas, utilizando
como fonte de luz o laser de argônio. A partir daí, muitos lasers são utilizados, levando-
se em consideração o comprimento de onda na faixa espectral de absorção da droga
fotossensível (Dougherty, Weishaupt, Boyle, 1985; Kashtan et al., 1996; Triesscheijn et
al., 2006).
A TFD envolve a aplicação sistêmica, intraperitoneal, tópica ou
intralesional de uma substância química fotossensível não tóxica e uma subseqüente
irradiação com uma luz de comprimento de onda específico no local acometido pela
lesão. (Lunardi, Tedesco, 2005; Triesscheijn et al., 2006; Regula et al., 2008; Zhu,
Finlay, 2008)
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transfere a molécula de um estado energético fundamental para um estado excitado.
Deste estado, a droga pode decair diretamente de volta ao estado inicial e emitir
fluorescência, que pode ser utilizada para fotodetecção, ou ainda, atingir um estado
tripleto e, na presença de oxigênio, a molécula excitada irá reagir diretamente com os
substratos celulares por meio de transferência de prótons e elétrons para formar
radicais que irão interagir com este oxigênio, produzindo produtos oxigenados (reação
tipo I). Alternativamente, a energia da droga fotossensível excitada também poderá ser
diretamente transferida para as formas de oxigênio singleto (reação tipo II), que é a
forma de maior dano celular promovida pela TFD. Esta formação de espécies
altamente reativas de oxigênio dentro da membrana celular, citoplasma ou organelas,
lidera reações perioxidativas causando danos no DNA e em outras moléculas,
culminando na morte celular (Kramer-Marek et al., 2006; Triesscheijn et al., 2006; Zhu,
Finlay, 2008).
A eficiência da TFD dependerá da associação de diversos fatores
como o tipo de fotossensível, as características da fonte de irradiação, o nível de
oxigenação tecidual e o tipo de células envolvidas neste processo. Sabe-se que o
oxigênio singleto gerado pela reação fotoquímica pode matar diretamente as células
tumorais por indução de necrose e apoptose, além do dano na microvascularização
local, resultando em uma via indireta de morte celular por hipóxia/anóxia e falta de
nutrientes. Além disso, a TFD pode iniciar uma resposta imune contra as células
tumorais (Dougherty et al., 1998; Moor, 2000; Simplício et al., 2002; Snyder et al., 2003;
Almeida et al., 2004; Triesscheijn et al., 2006; Hage, 2008; Allison et al., 2008).
A seletividade da TFD ainda não está bem esclarecida, porém sabe-
se que a presença significativa de receptores de proteínas de baixo peso molecular,
presença de macrófagos e diminuição do pH nos tecidos tumorais, favorecem a atração
das drogas fotossensíveis, o que já atribui a esta técnica uma grande vantagem
comparada às terapias convencionais (Dougherty et al., 1998).
Nos últimos anos, muitos estudos têm sido realizados visando
aumentar a eficiência da TFD por meio do avanço no desenvolvimento de novas
drogas fotossensíveis (Dougherty, 2002; Nunes et al., 2004), investigando quais as
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4principais entidades nosológicas em que a aplicação seria mais efetiva (Tomaselli et al.,
2001), aumentando a pressão parcial de oxigênio tecidual por meio da utilização de
câmara hiperbárica (Curnow, 1999; Chen et al., 2002; Huang et al., 2003), bem como
por intermédio da variação e fracionamento na dose de energia (Inuma et al.,1999;
Busch et al., 2000; Van Den Boogert et al., 2001; Tsutsui et al., 2002; Babilas et al.,
2003; Robinson et al., 2003; Hage, 2008).
Neste sentido, a eficiência da TFD depende, dentre os fatores
acima, do desenvolvimento de novas drogas que apresentem cada vez mais
seletividade e acúmulo nas células tumorais, baixa toxicidade no escuro,
fotossensibilidade não prolongada, simplicidade de formulação, farmacocinética
favorável, facilidade de síntese e baixo custo. (Bourré et al., 2002; Simplício et al., 2002;
Allison et al., 2008). Várias novas classes de drogas fotossensíveis para TFD têm sido
desenvolvidas e testadas nos últimos anos na tentativa de se obter uma droga ideal. As
ftalocianinas, drogas de segunda geração, têm mostrado resultados promissores na
terapia, pois possuem uma ampla banda espectral de absorção entre 650 a 680nm,
além de uma ótima penetração tecidual pela luz (Cahn et al., 2001; Urizzi et al., 2001).
As propriedades fotofísicas das ftalocianinas são muito dependentes de íons metálicos
e, por este motivo, utiliza-se a associação com zinco e alumínio, formando-se, por
exemplo, os complexos ftalocianina zinco e ftalocianina cloroalumínio, respectivamente.
Estas drogas apresentam uma relativa longa vida no estado singleto e tripleto que
produzem campos quânticos mais altos e, portanto, reagindo por mais tempo com os
substratos celulares (Ruch et al., 1996; Soncin et al., 1996; Owens et al., 1998;
Durmus, 2007).
Estas combinações químicas têm contribuído para sua maior
eficiência e biodisponibilidade nos tecidos biológicos anormais, principalmente nos
tecidos tumorais. Alguns estudos mostram que a ftalocianina cloroalumínio
tetrassulfonada (AlPcS4), quando excitada com uma fonte de luz, promove o fenômeno
de necrose/apoptose tumoral e que esta fotodestruição está relacionada com o tipo de
reação que ela desencadeia via formação do oxigênio singleto, estado super reativo de
oxigênio, um dos responsáveis pelo processo de morte celular (Agarwal et al., 1990;
Agarwal et al., 1991; Agarwal et al., 1992; Martins et al., 2004)
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tendência destas drogas em participar da agregação de processos dependentes de um
íon metal central o que faz com esta droga tenha baixa solubilidade em meios
biológicos aquosos. Sabe-se que os mecanismos de indução tumoral são
marcadamente diferentes entre uma droga hidrofílica e lipofílica, sendo esta última
mais eficiente pois, após a ministração endovenosa, ela se une fortemente com as
lipoproteínas do sangue e são transportadas para o tecido tumoral com alta
seletividade. Já as drogas hidrofílicas, tendem a se agregar em meios aquosos e
solventes orgânicos, diminuindo o seu acúmulo e eficiência no tecido tumoral, já que a
água constitui grande parte das células e tecidos. Ainda sim, as ftalocianinas
hidrossolúveis têm se mostrado mais eficientes que os derivados de porfirinas
(Ochsner, 1997; Juzenas et al., 2004; Nunes et al., 2004).
Percebe-se a vantagem do veículo lipossomal, embora estudos in
vivo ainda sejam escassos (Storm et al., 1998; Nunes et al., 2004, Deryckel, De Witte,
2004). Os lipossomos são vesículas nanoscópicas fosfolipídicas que permitem a
incorporação em sua matriz de drogas lipofílicas e hidrofílicas. Seus principais
compostos (fosfolipídios e colesterol) são materiais também existentes no organismo
em grande quantidade o que contribui com a ótima biocompatibilidade (Konan et al.,
2002).
Recentes estudos mostram que os lipossomos lideram as
preferências na escolha de veículos para a ministração de drogas, pois eles têm
contribuído para a redução de toxicidade e melhoria da eficiência no tratamento do
câncer e de outras doenças por meio de suas propriedades de circulação prolongada e,
preferencialmente, por tenderem a acumular-se em tecidos tumorais, inflamados e
infeccionados (Maurer et al., 2001; Qualls, Thompson, 2001; Zhigaltsev et al., 2006;
Johnston et al., 2007).
Embora existam várias pesquisas favoráveis à utilização de veículos
lipossomais, estudos comparativos entre veículos hidrossolúveis e lipossomais na
ministração de ftalocianinas para TFD in vivo ainda são necessários. Uma das técnicas
que pode ser utilizada para estudar a cinética desta droga no tecido biológico é a
espectroscopia de fluorescência, pois ela é capaz de detectar a fluorescência emitida
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6pelos elementos fotossensíveis e, dependendo da intensidade de detecção é possível
inferir qual o pico máximo de absorção da droga, qual o seu tempo de eliminação e,
além disso, comparar diferentes drogas quanto à capacidade de acúmulo no tecido
biológico de interesse (Panjehpour et al., 1993; Schomacker et al., 1993; Star, 1995;
Moan et al., 1998; Sheng et al., 2004).
Nas últimas décadas diversos modelos experimentais têm sido
desenvolvidos em animais utilizando-se compostos químicos indutores da formação e
desenvolvimento de tumores colorretais. Muitos destes modelos permitem o
desenvolvimento de neoplasias com características semelhantes àqueles de ocorrência
natural, visando obter de informações sobre a gênese, evolução, além da utilização
para se desenvolver e avaliar métodos de diagnóstico e terapias anti-neoplásicas
(Shetye et al., 1990; Colussi et al., 2001).
A 1,2-dimetilhidrazina (DMH) é uma das substâncias químicas
existentes mais utilizadas devido à indução e promoção tumorais com a semelhança
morfológica e histológica com os tumores de ocorrência natural em humanos (Shetye et
al., 1990; Larangeira et al., 1998, Cheng et al., 2003).
O mecanismo de ação da DMH está relacionado com a indução na
formação de O6-MeG (O6-metilguanina) no DNA de vários tecidos, sendo este o maior
pro-carcinógeno e pro-mutagênico detectado em tumores de cólon e reto. Além disso,
metabólitos do DMH provocam processos oxidativos que potencializam os danos no
DNA das células. A partir daí pode-se iniciar proliferação celular irregular que vai
culminar em diferentes padrões de apoptose nas criptas dos intestinos grosso e
delgado, o que tem sido proposto como um possível fator de especificidade do órgão
pela carcinogênese promovida pela DMH, embora este fator ainda não esteja
claramente elucidado (Colussi et al., 2001; Patel et al., 2008; Samanta et al., 2008).
Além disso, a indução de vários tumores no cólon pela DMH, provavelmente ocorre
porque há uma interferência no processo de metilação do DNA via citocromo p450,
ativação do gene k-ras e inibição de genes supressores como o APC e p53 (Shetye et
al., 1990; Patel et al., 2008).
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7Atualmente, muitos estudos estão sendo desenvolvidos para se
determinar a eficiência clínica da TFD. Porém, devido à grande diversidade de drogas
fotossensíveis hoje existentes - que variam desde a sua formulação química até o
veículo a ser utilizado - e também devido à grande variedade de protocolos
terapêuticos, poucos trabalhos são realizados com o intuito de se verificar, dentro das
mesmas condições experimentais, o acúmulo da droga no tecido neoplásico, sua
cinética e os seus efeitos clínicos in vivo.
A determinação de parâmetros rigorosamente testados e avaliados
para tumores colorretais permitirá a implementação da TFD como uma alternativa
inovadora e eficaz no tratamento de pacientes com câncer, mesmo na condição de
terapia coadjuvante, já que possui efeitos colaterais mínimos comparada a outras
terapias, propiciando uma melhora significativa na qualidade de vida e até mesmo a
remissão completa destas doenças, principalmente aquelas em que a detecção ocorreu
precocemente.
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82 OBJETIVOS
2.1 Geral
Estudar comparativamente as drogas fotossensíveis ftalocianina
cloroalumínio tetrassulfonada e ftalocianina cloroalumínio incorporada a lipossomos.
2.2 Específicos
1. Determinar a cinética da droga no tecido tumoral por meio de
espectroscopia de fluorescência induzida a laser.
2. Verificar tempo ideal de irradiação do tecido tumoral após a
ministração da droga.
3. Comparar os efeitos das drogas fotossensíveis ftalocianina
cloroalumínio tetrassulfonada e ftalocianina cloroalumínio incorporada a lipossomos,
por meio de histomorfometria e imunoistoquímica.
4. Averiguar se alguma destas substâncias é superior à outra em
relação ao efeito fotodinâmico em tumor de cólon de ratos.
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93 MÉTODOS
Antes da realização do experimento, o projeto de pesquisa foi
avaliado e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP – EPM / Hospital
São Paulo, sob o protocolo 1160/05.
Esta pesquisa foi desenvolvida em duas etapas. A primeira referiu-
se às cinéticas da ftalocianina cloroalumínio tetrassulfonada com veículo hidrossolúvel
(AlPcS4) e ftalocianina cloroalumínio incorporada a lipossomos (AlPHCl) e a segunda,
referiu-se à realização da terapia fotodinâmica (TFD) com ambas as drogas.
3.1 Cinética in vivo por Espectroscopia de Fluorescência
3.1.1 Animais
Nesta etapa foram utilizados 25 ratos (Rattus norvegicus albinus)
EPM-1 Wistar, machos. Durante o período de indução tumoral os animais tinham entre
um e dois meses de idade e massa corpórea média de 160g a 210g, porém durante a
cinética os mesmos estavam entre sete e oito meses com massa corpórea média de
480g a 640g. Os animais foram provenientes do CEDEME - Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais em Medicina e Biologia da Universidade
Federal de São Paulo - Escola Paulista de Medicina (UNIFESP - EPM). Antes do
experimento, os ratos foram alojados em gaiolas de poliuretano com grade de aço inox,
com tamanho de 41 x 34 x 17cm, ficando cada animal em uma gaiola, sendo os
animais alimentados com ração apropriada e oferta livre de água potável. O ritmo
circadiano dos animais foi respeitado e as condições sanitárias adequadas foram
mantidas. No período de seis horas, que antecedeu o experimento, houve restrição de
alimentos sólidos.
3.1.2 Indução Tumoral
O agente químico utilizado foi 1,2-dimetilhidrazina (Aldrich Chemical
Co., Milwaukee, USA) dissolvido em solução fisiológica de cloreto de sódio 0,9%
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contendo 1,5% EDTA como veículo, ajustado a um pH final de 6,5 com uma solução de
NaOH 1N, sendo aplicado em todos os animais por via subcutânea semanalmente,
durante cinco semanas, na dose de 65mg/Kg de peso vivo (Larangeira et al., 1998).
Antes da aplicação da droga, os animais foram devidamente
pesados em balança semi-analítica e a dose foi precisamente calculada para cada um
deles.
Durante as cinco semanas e após o término das aplicações, os
animais foram hospedados no CEDEME da Universidade Federal de São Paulo, onde
receberam água e alimentação ad libitum, ficando acondicionados em ambiente
controlado com fotoperíodo de 12/12h e temperatura 21ºC. O período, segundo a
literatura, para o desenvolvimento dos tumores na região do cólon é de 15 semanas a
contar do término das aplicações (Larangeira et al., 1998). Durante o período de
indução tumoral dois animais morreram entre a décima terceira e décima quinta
semanas (após aplicação do DMH), sendo estes animais repostos.
Entre a décima quinta e décima sétima semana foi feita a coleta de
sinais dos tumores por espectroscopia de fluorescência.
3.1.3 Procedimento Anestésico
O protocolo anestésico constou de xilazina (Xylazin® - 5 mg/Kg),
quetamina (Vetaset® - 75 mg/kg) e butorfanol (Torbugesic® - 1 mg/kg) por via
intraperitoneal (IP) em mesma seringa para indução e manutenção anestésica.
Os animais foram devidamente anestesiados e mantidos aquecidos
durante as 12 horas e após o término de cada período foram eutanasiados com a
associação de xilazina e quetamina (IP) seguida, após dez minutos, da aplicação
intracardíaca do pentobarbital sódico (30 mg/kg).
3.1.4 Procedimento Cirúrgico
Para o acesso aos tumores, após tricotomia da região abdominal,
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foram realizadas incisões de pele e camada muscular na linha mediana abdominal. Em
seguida, após localização dos tumores por digitopressão, os mesmos foram
identificados por meio de fio de sutura (Ethicon® 5-0) no mesentério. Os tumores em
sua grande maioria se apresentavam de forma pedunculada na borda anti-mesentérica
do cólon, com diâmetros variando aproximadamente entre 8mm e 15mm, como o
exposto na literatura (Larangeira et al., 1998). Foram encontrados também pequenos
tumores (~3mm de diâmetro) no intestino delgado, porém estes não foram utilizados.
Em seguida, foi realizada uma enterotomia a uma distância aproximada de 10mm para
introdução do cateter de fibras ópticas para coleta do sinal de fluorescência (Figura 1).
Figura 1 – Esquema de acesso à massa tumoral para realização da
espectroscopia de fluorescência / TFD com marcação do tumor na região
do mesentério.
3.1.5 Drogas Fotossensíveis
As drogas foram injetadas na veia caudal dos animais logo após o
procedimento cirúrgico, sendo a AlPcS4 (veículo hidrossolúvel - Frontier Scientific®) na
dose de 3µg/g (Selman et al., 1986; Rück et al., 1996) de peso vivo e a AlPHCl (veículo
lipossomal - Laboratório de Fotobiologia e Fotomedicina - Universidade de São Paulo,
FFCLRP) em uma concentração de 30µM, em um volume de 1,0ml de solução.
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Figura 2 – Estrutura química da ftalocianina cloroalumínio
tetrassulfonada (AlPcS4).
Figura 3 – Estrutura química da ftalocianina cloroalumínio incorporada a
lipossomos (AlPHCl).
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3.1.6 Espectroscopia de Fluorescência
Este procedimento foi realizado no Laboratório de Espectroscopia de
Fluorescência do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D) da Universidade do
Vale do Paraíba, UNIVAP. A excitação foi feita por meio de um laser de argônio
multilinha (Spectra Physics, modelo Stabilite 2017) sintonizado em 488nm. O feixe foi
desviado por um prisma para uma lente convergente e direcionado à extremidade
proximal de um cateter de fibras ópticas (modelo “6 em torno de 1” - diâmetro total
2mm, diâmetro de cada fibra 250µm). A potência de excitação na extremidade distal do
cateter foi de 1,6mW. Por meio da fibra central (excitação), o feixe laser atingiu o tecido
e após a interação laser-tecido, fótons emitidos foram captados pelas seis fibras de
coleta na mesma extremidade distal (Figuras 4 e 5).
A extremidade proximal do cateter foi conectada a um espectrógrafo
(Chromex, model 3100) que dispersou a luz em comprimentos de onda entre 490nm a
700nm, antes passando por um filtro passa baixa com 490nm de freqüência de corte. A
luz, então, foi detectada por uma câmera CCD e os dados armazenados por um
microcomputador (Pentium, IBM), conforme figura 6.
Para cada período de coleta foi possível um número mínimo de sete
tumores, o que estatisticamente está adequado. Porém, além disso, foram feitas duas
coletas de cada tumor, somando-se 14 medidas por tempo.
Nas quatro primeiras horas foram feitas coletas de 15 em 15 minutos.
Após este período as coletas foram realizadas a cada 30 minutos até completarem 17
horas pós-droga, a partir daí as coletas foram feitas a cada uma hora.
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Figura 4 – Equipamento de espectroscopia de fluorescência do laboratório
de Espectroscopia Raman da Universidade do Vale do Paraíba. A – Laser
argônio; B – Laser Ti:Safira (não utilizado no procedimento); C – Câmara
CCD
Figura 5 – Demonstração do set up da espectroscopia de fluorescência
durante a coleta de sinais em tumor de cólon em rato Wistar.
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Figura 6 – Representação esquemática do set up da espectroscopia de
fluorescência.
3.1.7 Amostra
As amostras referem-se ao número de tumores, pois a cinética levou
em consideração o acúmulo de droga fotossensível no tecido tumoral. Houve óbito de
um animal durante o procedimento de coleta de fluorescência, sendo utilizado, portanto,
um total de 24 animais. Nesta etapa, o número de tumores acessados foi menor, pois
para assegurar a medida de fluorescência o tumor tinha que estar bem visível. Os
grupos foram distribuídos conforme seguem abaixo:
AlPcS4
- Grupo 0h-12h – 7 tumores
- Grupo 12h-24h - 8 tumores
- Grupo 24h-36h - 7 tumores
- Grupo 36h-48h - 7 tumores
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AlPHCl
- Grupo 0h-12h – 7 tumores
- Grupo 12h-24h - 7 tumores
- Grupo 24h-36h - 8 tumores
- Grupo 36h-48h - 8 tumores
3.1.8 Tratamento dos Resultados da Cinética
Todos os dados foram processados e filtrados no programa Matlab®
6.1 para posterior cálculo das médias e plotagem dos gráficos no programa Excel®,
Microsoft Office XP.
3.2 Terapia Fotodinâmica (TFD)
3.2.1 Animais
Nesta etapa foram utilizados 38 ratos (Rattus norvegicus albinus)
EPM-1 Wistar, machos. Durante o período de indução tumoral os animais tinham entre
1 e 2 meses de idade e massa corpórea média de 140g a 208g, porém durante a
cinética os mesmos estavam entre 7 e 8 meses com massa corpórea média de 540g a
620g. Os animais foram provenientes do CEDEME - Centro de Desenvolvimento de
Modelos Experimentais em Medicina e Biologia da Universidade Federal de São Paulo
- Escola Paulista de Medicina (UNIFESP - EPM). Antes do experimento, os ratos foram
alojados em gaiolas de poliuretano com grade de aço inox, com tamanho de 41 x 34 x
17cm, ficando cada animal em uma gaiola, sendo os animais alimentados com ração
apropriada e oferta livre de água potável. O ritmo circadiano dos animais foi respeitado
e as condições sanitárias adequadas foram mantidas. No período de seis horas, que
antecedeu o experimento, houve restrição de alimentos sólidos.
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3.2.2 Indução Tumoral
Este protocolo refere-se ao mesmo já descrito no item 3.1.2.
Durante este período de indução tumoral três animais morreram
entre a décima primeira e décima quinta semanas (após aplicação do DMH), sendo
estes animais repostos.
Entre a décima quinta e décima sétima semana foi realizada a TFD
nos animais dos grupos AlPcS4 e AlPHCl. Os animais dos grupos controle foram
submetidos às variáveis também dentro deste período.
3.2.3 Procedimento Anestésico
O protocolo anestésico foi o mesmo utilizado na etapa de
fluorescência, descrito no item 3.1.3.
3.2.4 Procedimento Cirúrgico
O acesso ao tumor procedeu-se conforme o item 3.1.4.
Os animais dos grupos 24h, 48h e 72h, ou seja, que não foram
eutanasiados logo após a TFD, tiveram a região incisionada do intestino, da camada
muscular e da pele suturadas com fio agulhado mononylon Ethicon® 4.0.
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Figura 7 – Demonstração da localização (seta) visual da
neoplasia de cólon em rato Wistar.
3.2.5 Drogas Fotossensíveis
O preparo e a ministração das drogas fotossensíveis foram
realizados conforme item 3.1.5.
3.2.6 Protocolo de Irradiação
A irradiação foi feita com um laser diodo InGaAl, modelo Quasar da
Dentoflex® em 660nm, em modo contínuo, com fibra de diâmetro de 800µm (Figura 8).
A potência foi aferida durante todo o procedimento com potenciômetro LaserCheck®
(Coherent – USA)
Foram irradiados seis pontos com os seguintes parâmetros:
- DE= 200J/cm2
- P= 100mW
- t= 47s
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Para a irradiação, a caneta do laser foi inserida via enterotomia a
10mm do tumor, conforme já descrito anteriormente na Figura 1.
Figura 8 – Laser Quasar Dentoflex®.
3.2.7 Amostra
Constituiu-se de 129 amostras tumorais obtidas dos 38 animais.
Estas amostras tumorais foram distribuídas em três grupos principais AlPcS4, AlPHCl e
controle, sendo os dois primeiros, subdividos em quatros grupos referentes ao período
de eutanásia após a realização da TFD (Figuras 8 e 9). Os grupos controle referem-se
a animais que receberam apenas a droga hidrossolúvel AlPcS4 (sem laser); receberam
apenas a droga lipossomal AlPHCl (sem laser); receberam apenas laser (sem
fotossensível) e animais que foram submetidos à indução tumoral e seus tumores
foram colhidos sem qualquer tratamento. Os animais pertencentes aos três primeiros
subgrupos foram eutanasiados após 72h da ministração das substâncias fotossensíveis
ou laser (Figura 11).
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Figura 9 – Organograma da distribuição dos tumores dentro dos tempos de sacrifício
após realização da TFD com ftalocianina cloroalumínio tetrassulfonada®.
Figura 10 – Organograma da distribuição dos tumores dentro dos tempos
de sacrifício após realização da TFD com ftalocianina cloroalumínio
incorporada a lipossomo
AlPcS4
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24h
(n=10)
48h
(n=13)
72h
(n=10)
AlPHCl
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(n=13)
24h
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Figura 11 – Organograma da distribuição dos tumores dos grupos controle.
3.2.8 Preparo das Amostras Tumorais
Após a realização da TFD e eutanásia dos animais, as amostras
foram excisionadas, juntamente com tecido intestinal adjacente, e fixadas em formol
tamponado a 10% em uma proporção e 1:20 (Figura 12).
Figura 12 – Representação da amostra tumoral após realização da TFD.
Controles
Hidrossolúvel
(n=12)
Lipossomal
(n=10)
Irradiado
(n=7)
Nada
(n=8)
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3.2.9 Histomorfometria
O material colhido foi encaminhado para o Departamento de
Patologia da Universidade Federal de São Paulo - EPM, onde foi submetido à
preparação convencional para coloração com hematoxilina e eosina (HE), conforme
método descrito por Timm (2005) e o material incluído em parafina foi reservado para
análise complementar.
As lâminas foram classificadas quanto ao tipo neoplásico, grau de
displasia, grau de diferenciação e malignidade do tecido.
Todo o material histológico foi fotografado com microscópio Nikon®
Eclipse E200 e câmera Nikon® Coolpix 5400 em parceria com o grupo de pesquisa do
Prof. Dr. Wellington Ribeiro, Universidade do Vale do Paraíba.
A área foi medida por meio do programa UTHSCSA ImageTool® 3.0,
após adequada calibração do sistema com as imagens capturadas.
3.2.10 Imunoistoquímica
O material foi processado pelo Laboratório de Imunoistoquímica do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo.
A imunoistoquímica utilizada para a pesquisa do anticorpo em tecido
tumoral de cólon de ratos Wistar foi realizada pelo método peroxidase (Hashimoto et al,
2006).
Os cortes histológicos a 3µm de espessura foram realizados em
lâminas silanizadas (3-Aminopropil-trietoxi-silano - Sigma®) e seguiu-se o protocolo
abaixo descrito.
Hidratação
As lâminas foram desparafinadas com xilol quente (65ºC) e xilol frio
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por 15 minutos, lavadas em álcool absoluto a 95 % e hidratas em água corrente e
deionizada.
Recuperação antigênica
Seguiu-se a recuperação antigênica obtida por meio de alta
temperatura em panela Pascal, com tampão citrato pH 6,0 a 125ºC por 1minutos para
Ki67. Após este período, as lâminas foram lavadas em PBS.
Bloqueio
Seguiu-se o bloqueio da peroxidase endógena com água oxigenada
(H2O2)10V 3% 10 vezes de 5 minutos cada, em seguida lavou-se com água e PBS.
Incubação com o anticorpo primário e secundário
Após os bloqueios, o anticorpo monoclonal primário Ki67
(Novocastra® - NCL-Ki67-MM1), título 1:100, foi aplicado sobre os cortes e controles,
positivo e negativo de tecido, e as lâminas incubadas overnight.
As lâminas então foram lavadas em PBS e incubadas pelo LSAB
(DAKO® – K0690-1), o anticorpo secundário, em temperatura ambiente por 30 minutos,
seguindo-se à revelação pelo cromógeno 3,3 Diaminobenzidine líquido (DAB – DAKO®
– K3468-1), por 5 minutos. As lâminas foram lavadas abundantemente em água
corrente e contra-coradas com Hematoxilina de Harris (Merck Chemicals). Em seguida,
as mesmas foram lavadas em água corrente, desidratadas, diafanizadas e montadas
com resina para microscopia Entellan® (Merck Chemicals).
3.2.11 Leitura das Lâminas
A leitura foi feita por morfometria convencional de contagem de
pontos com o auxílio de um retículo de 100 pontos e 50 retas. Esta leitura foi cega, ou
seja, por patologista não envolvido no trabalho e sem o conhecimento dos grupos
estudados.
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Foram contadas as células positivas (imunocoradas) e negativas
(sem coloração) para o Ki67 nos tecidos tumorais e epiteliais, conforme descrito abaixo.
Tecido tumoral – 10 campos de leitura
- Células positivas para Ki67
- Células negativas para Ki67
- Células totais
Tecido epitelial – 10 campos de leitura
- Células positivas para Ki67
- Células negativas para Ki67
- Células totais
Todo o material imunoistoquímico foi fotografado com microscópio
Nikon® Eclipse E200 e câmera Nikon® Coolpix 5400 em parceria com o grupo de
pesquisa do Prof. Dr. Wellington Ribeiro, Universidade do Vale do Paraíba.
3.2.12 Análise Estatística
Todos os resultados da histomorfometria e imunoistoquímica foram
submetidos à análise estatística no Laboratório de Estatística e Epidemiologia (LEE) do
Hospital Dante Pazzanese, São Paulo, SP.
Testes não paramétricos de Kruskal-Wallis foram utilizados para
compararmos os quatro grupos que receberam droga AlPcS4, os quatro grupos que
receberam droga AlPHCl, os quatro grupos controle e os seis grupos nas 72 horas. No
caso em que foram identificadas diferenças significantes entre grupos, o método de
Bonferroni foi utilizado para avaliação das múltiplas comparações (Siegel, Castellan
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1988). O nível de significância adotado para os testes é de 5%, ou seja, diferenças são
consideradas significantes quando o nível descritivo do teste (p-valor) for menor que
5% (destaque em vermelho).
Foram usados os programas MS Office Excel® versão 2000 para
elaboração de tabelas e gráficos; SPSS for Windows® versão 12.0 para a execução
dos cálculos estatísticos.
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4 RESULTADOS
4.1 Cinética in vivo por Espectroscopia de Fluorescência
Figura 13 –Realização da espectroscopia de fluorescência (seta) em
tumor de cólon em rato Wistar.
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Figura 14 – Espectro de fluorescência da AlPcS4 in vitro.
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A figura 14 mostra o pico principal (680nm) da AlPcS4 em solução
salina (in vitro). A coleta foi realizada seguindo os mesmos parâmetros das medidas in
vivo.
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Figura 15 – Média total dos espectros de fluorescência em função do comprimento de onda da droga
AlPcS4 em cólon normal.
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Figura 16 – Média total dos espectros de fluorescência em função do comprimento de onda da
droga AlPcS4 em tecido tumoral.
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As figuras 17 e 18 mostram a evolução da droga no tecido normal e
tumoral, respectivamente, em função do tempo, dentro de um período de 48 horas.
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Figura 17 – Gráfico demonstrando o período de maior concentração da droga AlPcS4 no tecido
normal – 26 a 30 horas.
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Figura 18 – Gráfico demonstrando o período de maior concentração da droga AlPcS4 no tecido
tumoral – 22 a 26 horas.
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Figura 19 – Espectro de fluorescência da AlPHCl in vitro.
A figura 19 mostra o pico principal em 675nm da ftalocianina
cloroalumínio incorporada a lipossomos in vitro. Um segundo pico foi identificado em
635nm.
0
100
200
300
400
500
600
700
800
550 575 600 625 650 675 700
Comprimento de onda (nm)
In
te
ns
id
ad
e
(u
.a
.)
0h
4h
8h
12h
16h
20h
24h
28h
32h
36h
40h
44h
48h
Figura 20 – Média total dos espectros de fluorescência em função do comprimento de onda da
droga AlPHCl em cólon normal.
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Figura 21 – Média total dos espectros de fluorescência em função do comprimento de onda da AlPHCl
em tecido tumoral.
As figuras 22 e 23 mostram a evolução da droga lipossomal no
tecido normal e tumoral, respectivamente, em função do tempo, dentro de um período
de 48 horas.
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Figura 22 – Gráfico demonstrando o período de maior concentração da droga AlPHCl no tecido
normal – 18 a 24 horas.
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Figura 23 – Gráfico demonstrando o período de maior concentração da droga AlPHCl no tecido
tumoral – 22 a 26 horas.
4.2 Terapia Fotodinâmica
Para realização da TFD com as drogas estudadas, utilizou-se como
melhor período de irradiação:
- - Ftalocianina cloroalumínio tetrassulfonada® (AlPcS4)– 24 horas
- - Ftalocianina cloroalumínio incorporada a lipossomos (AlPHCl) –
24 horas
Após a irradiação, os animais foram separados segundo os grupos,
conforme descrito anteriormente, e em cada período pós-terapia as amostras tumorais
foram colhidas. Macroscopicamente já foi possível a observação da alteração
circulatória após TFD (Figura 24).
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Figura 24 – Tecido tumoral e intestinal adjacente excisionados para análise
histopatológica após 72h. Efeito macroscópico da TFD no tecido tumoral
(setas).
4.3 Histomorfometria
Classificação
Foi realizada a classificação histopatológica das 129 amostras
colhidas e utilizadas para a TFD. A caracterização “sem tumor residual” refere-se às
amostras colhidas em que não foi encontrado tecido tumoral.
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Figura 25 – Gráfico da classificação histopatológica dos tecidos tumorais de colón.
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Figura 26 – Adenoma tubular com grau de displasia moderado (HE – 40x).
Figura 27 – Adenocarcinoma tubular bem diferenciado intramucoso. (HE –
40x).
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Mensuração da área de necrose tumoral
A necrose, como descrito anteriormente, foi verificada e mensurada
por meio das imagens capturadas por fotografia digital das lâminas coradas por HE e
programa ImageTool 3.0®, respectivamente. Verificou-se, porém, que nem todos os
tecidos sofreram necrose e, portanto, serão expostos os dados referentes aos tecidos
tumorais que apresentaram este achado histopatológico.
Tabela 1 – Área de necrose total encontrada nos tecidos tumorais
Tipo Área (mm²)
AlPcS4 24h 1.45
AlPcS4 48h 8.41
AlPcS4 72h 15.71
AlPHCl 0h 4.39
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Figura 28 – Representação gráfica das áreas de necrose mensuradas nos tecidos
neoplásicos.
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Figura 29 – Tumor do grupo 24 horas da droga AlPcS4 (HE - 40x).
Adenocarcinoma tubular com área superficial de necrose (setas).
Figura 30 – Tumor do grupo 48 horas da droga AlPcS4 (HE - 40x).
Adenocarcinoma tubular com área extensa de necrose (setas).
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Figura 31 – Tumor do grupo 72 horas da droga AlPcS4 (HE - 100x).
Adenocarcinoma tubular com área extensa de necrose (setas).
Figura 32 – Área anteriormente tumoral (houve necrose total do tumor,
estendendo-se à mucosa - setas) do grupo 72 horas da droga AlPcS4
(HE - 100x).
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Figura 33 – Tumor do grupo 0 hora da droga AlPHCl (HE - 40x).
Adenocarcinoma tubular com área de necrose (setas).
4.4 Análise Imunoistoquímica para Ki67
Contagem das células
Seguem as médias de células imunocoradas dos tecidos tumorais e
epiteliais contadas por meio do retículo de 50 retas e 100 pontos.
Tabela 2 – Média de células positivas do tecido tumoral
Droga em cada tempo (horas) Controles
AlPcS4 AlPHCl
0H 24H 48H 72H 0H 24H 48H 72H
Hidro Lipo Irrad Nada
MÉDIA 193,3 112,2 62,3 35,5 122,8 115,4 132,3 75,5 111,0 167,5 179,1 130,8
DP 97,3 121,8 85,0 75,5 91,5 124,5 119,9 103,4 78,5 116,8 61,7 88,4
DP – desvio padrão
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Tabela 3 – Média de células positivas do epitélio
Droga em cada tempo (horas) Controles
AlPcS4 AlPHCl
0h 24h 48h 72h 0h 24h 48h 72h
Hidro Lipo Irrad Nada
Média 149,7 82,4 108,9 103,1 116,9 100,2 123,6 114,2 71,7 93,3 140,4 119,1
DP 73,9 20,7 32,0 50,3 60,8 59,3 53,0 51,9 31,5 54,4 27,5 40,8
DP – desvio padrão
Imagens imunoistoquímicas
Figura 34 – Tumor do grupo 24 horas da droga hidrossolúvel (Ki67 - 100x).
Adenocarcinoma tubular com área superficial de necrose (setas). Destaque
em 400x.
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Figura 35 – Tumor do grupo 48 horas da droga hidrossolúvel (Ki67 - 100x).
Adenocarcinoma tubular com área superficial de necrose (setas). Destaque
em 400x.
Figura 36 – Tumor do grupo 72 horas da droga hidrossolúvel (Ki67 - 100x).
Adenocarcinoma tubular com área extensa de necrose (setas). Destaque em
400x.
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Figura 37 – Área anteriormente tumoral (houve necrose total do tumor,
estendendo-se à mucosa - setas) do grupo 72 horas da droga hidrossolúvel
(Ki67 - 100x). Destaque em 400x.
Figura 38 – Tumor do grupo 0 horas da droga lipossomal (Ki67 - 100x).
Adenocarcinoma tubular com área de necrose (setas). Destaque em 400x.
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4.5 Análise Estatística
As tabelas e figuras abaixo referem-se à contagem de células e
cálculo da área de necrose, em que C+ Tumor são as células tumorais positivas para
Ki67; %C+ Tumor é a porcentagem de células tumorais positivas para Ki67; C+
Epitélio são as células epiteliais tumorais positivas para Ki67 e %C+ Epitélio é a
porcentagem de células epiteliais tumorais positivas para Ki67.
Tabela 4 – Estatísticas descritivas e p-valor de Kruskal-Wallis em relação à célula positiva total de tecido
tumoral
Droga em cada tempo (horas) Controles
AlPcS4 AlPHCl
0h 24h 48h 72h 0h 24h 48h 72h
Hidro Lipo Irrad Nada
Média 193,3 112,2 62,3 35,5 122,8 115,4 132,3 75,5 111,0 167,5 179,1 130,8
L.I. (IC-95%) 131,5 25,1 10,9 -18,5 67,5 43,5 46,6 1,5 61,2 84,0 122,1 56,9
L.S. (IC-95%) 255,1 199,3 113,7 89,5 178,1 187,3 218,0 149,5 160,8 251,0 236,2 204,6
Mediana 235,5 76,5 0,0 0,0 149,0 71,0 161,0 0,0 106,0 177,5 159,0 133,5
DP 97,3 121,8 85,0 75,5 91,5 124,5 119,9 103,4 78,5 116,8 61,7 88,4
N 12 10 13 10 13 14 10 10 12 10 7 8
P-valor 0,003 0,676 0,262
L.I. – limite inferior; L.S. – limite superior; IC – intervalo de confiança; DP
– desvio padrão; N – número de amostras.
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Figura 39 – Mediana, Média e IC (95%) das células totais positivas do tumor nos
grupos AlPcS4 e AlPHCl.
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Figura 40 – Mediana, Média e IC (95%) das células totais positivas do tumor nos
grupos observados após 72 horas.
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Tabela 5 – Estatísticas descritivas e p-valor de Kruskal-Wallis em relação ao percentual de célula de
tumor.
Droga em cada tempo (horas) Controles
AlPcS4 AlPHCl
0h 24h 48h 72h 0h 24h 48h 72h
Hidro Lipo Irrad Nada
Média 0,710 0,330 0,289 0,170 0,408 0,327 0,333 0,205 0,417 0,562 0,600 0,444
L.I. (IC-95%) 0,530 0,109 0,056 -0,088 0,232 0,121 0,119 0,014 0,248 0,325 0,464 0,211
L.S. (IC-95%) 0,889 0,551 0,523 0,429 0,583 0,533 0,547 0,396 0,587 0,799 0,736 0,678
Mediana 0,786 0,378 0,000 0,000 0,489 0,213 0,441 0,000 0,467 0,660 0,603 0,477
DP 0,283 0,309 0,387 0,361 0,290 0,356 0,299 0,267 0,267 0,331 0,147 0,279
N 12 10 13 10 13 14 10 10 12 10 7 8
P-valor 0,007 0,357 0,350
L.I. – limite inferior; L.S. – limite superior; IC – intervalo de confiança; DP
– desvio padrão; N – número de amostras.
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Figura 41 - - Mediana, Média e IC (95%) do percentual de células totais
positivas do tumor nos grupos AlPcS4 e AlPHCl.
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Figura 42 – Mediana, Média e IC (95%) do percentual de células totais positivas
do tumor nos grupos observados após 72 horas.
Tabela 6 – Estatísticas descritivas e p-valor de Kruskal-Wallis em relação à célula total positiva de
epitélio.
Droga em cada tempo (horas) Controles
AlPcS4 AlPHCl
0h 24h 48h 72h 0h 24h 48h 72h
Hidro Lipo Irrad Nada
Média 149,7 82,4 108,9 103,1 116,9 100,2 123,6 114,2 71,7 93,3 140,4 119,1
L.I. (IC-95%) 102,7 67,6 89,6 67,1 80,2 66,0 85,7 77,1 51,6 54,4 115,0 85,0
L.S. (IC-95%) 196,6 97,2 128,3 139,1 153,7 134,5 161,5 151,3 91,7 132,2 165,8 153,3
Mediana 139,0 76,0 107,0 91,5 109,0 119,0 124,0 120,5 61,5 87,0 131,0 127,0
DP 73,9. 20,7 32,0 50,3 60,8 59,3 53,0 51,9 31,5 54,4 27,5 40,8
N 12 10 13 10 13 14 10 10 12 10 7 8
P-valor 0,007 0,797 0,006
L.I. – limite inferior; L.S. – limite superior; IC – intervalo de confiança; DP
– desvio padrão; N – número de amostras.
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Figura 43 – Mediana, Média e IC (95%) das células totais positivas do epitélio
nos grupos AlPcS4 e AlPHCl.
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Figura 44 – Mediana, Média e IC (95%) das células totais positivas do epitélio
nos grupos observados após 72 horas.
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Tabela 7– Estatísticas descritivas e p-valor de Kruskal-Wallis em relação ao percentual de célula de
epitélio.
Droga em cada tempo (horas) Controle - 72 horas
AlPcS4 AlPHCl
0h 24h 48h 72h 0h 24h 48h 72h
Hidro Lipo Irrad Nada
Média 0,815 0,553 0,553 0,602 0,549 0,548 0,576 0,593 0,413 0,497 0,613 0,620
L.I. (IC-95%) 0,722 0,443 0,480 0,445 0,409 0,381 0,409 0,395 0,312 0,350 0,477 0,471
L.S. (IC-95%) 0,907 0,663 0,625 0,759 0,688 0,716 0,742 0,792 0,515 0,644 0,749 0,768
Mediana 0,855 0,517 0,572 0,545 0,677 0,657 0,588 0,595 0,389 0,547 0,591 0,635
DP 0,145 0,154 0,120 0,219 0,231 0,290 0,232 0,278 0,160 0,206 0,147 0,177
N 12 10 13 10 13 14 10 10 12 10 7 8
P-valor 0,003 0,984 0,037
L.I. – limite inferior; L.S. – limite superior; IC – intervalo de confiança; DP
– desvio padrão; N – número de amostras.
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Figura 45 – Mediana, Média e IC (95%) do percentual de células totais positivas
do epitélio nos grupos AlPcS4 e AlPHCl.
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Figura 46 – Mediana, Média e IC (95%) do percentual de células totais positivas
do epitélio nos grupos observados após 72 horas.
Tabela 8 – Estatísticas descritivas e p-valor de Kruskal-Wallis em relação à área de necrose do tumor.
Área
Droga em cada tempo (horas) Controle - 72 horas
AlPcS4 AlPHCl
0h 24h 48h 72h 0h 24h 48h 72h
Hidro Lipo Irrad Nada
Média 0 0,145 0,648 1,571 0,338 0 0 0 0 0 0 0
L.I. (IC-95%) - -0,103 -0,253 0,315 -0,347 - - - - - - -
L.S. (IC-95%) - 0,3927 1,548 2,827 1,023 - - - - - - -
Mediana 0 0,000 0,000 1,050 0,000 0 0 0 0 0 0 0
DP - 0,346 1,500 1,756 1,133 - - - - - - -
N 12 10 13 10 13 14 10 10 12 10 7 8
P-valor 0,002 0,148 1,00
L.I. – limite inferior; L.S. – limite superior; IC – intervalo de confiança; DP
– desvio padrão; N – número de amostras.
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Figura 47 – Mediana, Média e IC (95%) da área de necrose do tumor nos grupos
AlPcS4 e AlPHCl.
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Figura 48 – Mediana, Média e IC (95%) da área de necrose do tumor nos
grupos observados após 72 horas.
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Tabela 9 – P-valores dos testes de comparações múltiplas pelo método Bonferroni entre os grupos que
receberam laser com droga hidrossolúvel nos tempos 0h, 24h, 48h e 72h.
Grupo Hidrossolúvel C+ Tumor %C+ Tumor C+ Epitélio %C+ epitélio Área tumor (µm²)
Tempo 0h x Tempo 24h 0,972 0,048 0,018 0,012 0,678
Tempo 0h x Tempo 48h 0,012 0,072 0,168 0,006 0,054
Tempo 0h x Tempo 72h 0,012 0,036 0,288 0,15 0,006
Tempo 24h x Tempo 48h 1 1 0,144 1 1
Tempo 24h x Tempo 72h 0,438 1 1 1 0,078
Tempo 48h x Tempo 72h 1 1 1 1 0,516
Tabela 10 – P-valores dos testes de Kruskal-Wallis para comparação entre os grupos observados nas
72 horas (AlPcS4, AlPHCl e os 4 controles).
72 horas C + Tumor % C + Tumor C + Epitélio % C + Epitélio Área
P-valor 0,019 0,017 0,014 0,101 < 0,0001
L.I. – limite inferior; L.S. – limite superior; IC – intervalo de confiança; DP
– desvio padrão; N – número de amostras.
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5 DISCUSSÃO
Foram realizadas as medidas de fluorescência da AlPcS4 e AlPHCl
in vitro, conforme demonstram as figuras 14 e 19, para assegurar a identificação destas
substâncias in vivo, já que nesta segunda situação há milhares de outros componentes
fluorescentes que podem atenuar ou até cobrir o pico de emissão destas drogas. As
bandas encontradas para as substâncias AlPcS4 e AlPHCl foram 680nm e 675nm,
respectivamente, o que estão de acordo com os estudos realizados por Moan et al.
(1998) e Juzenas et al. (2004) que verificaram por espectroscopia de fluorescência
picos similares aos identificados neste trabalho, considerando que pequenas diferenças
espectrais podem ocorrer com a mudança do set up do equipamento. Além disso,
diferenças de veículo das drogas e concentração destas substâncias podem também
promover pequenos deslocamentos de comprimento de onda. Um estudo realizado por
Juzenas et al. (2004), mostra o deslocamento da fluorescência da AlPcS4 em função do
aumento da concentração da solução.
A técnica de fluorescência tem sido utilizada por vários grupos, pois
possui acuidade necessária para o acompanhamento da presença de substâncias in
vivo, mesmo que em medidas neste estado sejam mais complexas de serem realizadas.
Isto foi descrito por Finlay et al.(2006), que utilizaram ferramentas matemáticas além do
aprimoramento de fibras ópticas para a condução da luz. Uma das principais vantagens
da espectroscopia de fluorescência in situ é o fato de não necessitar da eutanásia dos
animais (caso esta não seja necessária para estudos adicionais) e a captura de sinais é
realizada apenas com a iluminação do tecido e coleta da luz emitida por meio de um
cateter de fibras ópticas, enquanto a análise química implica em extração de tecido e
processamento laboratorial. Além disso, trata-se de uma técnica sensível,
relativamente fácil e não requer um meio transparente ou homogêneo (Melo et al.,
2004).
Conforme descrito em método, as coletas iniciadas no tempo 0,
referem-se ao tecido tumoral antes da aplicação da droga via caudal nos animais. Nas
quatro primeiras horas foram feitas coletas de 15 em 15 minutos. Após este período as
coletas foram realizadas a cada 30 minutos até completarem 17 horas pós-droga, a
partir daí as coletas foram feitas a cada uma hora. Estes intervalos de coletas foram
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estipulados segundo a observação em tempo real do perfil da curva de fluorescência.
Como se observou que esta curva não sofria mudanças significativas em curto espaço
de tempo, este foi sendo aumentado até uma hora. Foram coletados também espectros
da mucosa do cólon visualmente normal.
As figuras 15 e 16 mostram a evolução da AlPcS4 no tecido normal e
tumoral, respectivamente, em função do tempo, dentro de um período de 48 horas.
Observou-se o pico em 680nm em ambos tecidos, porém no tecido tumoral este pico,
mostrou-se mais evidente, pois conforme esperado, há uma concentração maior da
droga devido às características do tecido neoplásico, tais como afinidade por
lipoproteínas de baixa intensidade (LDL), atração da droga a células em alto
metabolismo, menor pH intracelular e presença de macrófagos (Dougherty et al., 1998;
Simplício et al., 2002).
Os picos de fluorescência da AlPcS4 identificados nas figuras 17 e
18 destacam as diferenças entre o tecido normal e o tecido tumoral, observando-se que
no tecido normal o tempo de acúmulo máximo da droga no tumor foi maior que no
tecido neoplásico, comprovando que este último, devido às suas características
teciduais, favorece o acúmulo de fotossensível em menor tempo. Além disso,
demonstrou-se que a intensidade de concentração da droga é aproximadamente 45%
maior no tecido tumoral do que no tecido normal, corroborando com a idéia de que há
uma atração da droga por estas células neoplásicas e também, confirmando o critério
de maior seletividade existente na terapia fotodinâmica (Zhu, Finlay, 2008). Embora,
seja possível inferir a concentração das drogas in vivo, a determinação exata dos
elementos fotossensíveis nos tecidos ainda é bastante difícil, devido à quantidade de
variáveis detectadas simultaneamente, porém estudos estão foram realizados nesta
direção (Panjephour et al., 1993; Melo et al., 2004). Foi considerado, neste estudo, o
melhor período para se fazer a irradiação após a aplicação da AlPcS4 entre 22 a 26
horas, sendo que o tempo de escolha para o presente trabalho foi de 24 horas.
Conforme já exposto anteriormente, a figura 19 mostra o pico
principal de fluorescência em 675nm da ftalocianina cloroalumínio incorporada a
lipossomos in vitro. Um segundo pico foi identificado em 635nm. Embora este tenha
sido evidente no estudo in vitro, nos estudos in vivo, mostrou-se menos relevante
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provavelmente pela existência de estruturas com a mesma faixa de emissão presentes
no tecido tumoral in vivo.
As figuras 20 e 21 mostram a evolução da droga AlPHCl no tecido
normal e tumoral, respectivamente, em função do tempo, dentro de um período de 48
horas. A fluorescência em 675nm, mostrou-se discreta em ambos tecidos, pois esta
droga apresenta, segundo os resultados desta pesquisa, um perfil instável in vivo e
com pouca afinidade ao tecido tumoral, embora estudos in vitro em células
demonstrem a eficiência desta droga quando utilizada para terapia fotodinâmica (Ruch
et al., 1996).
A análise da intensidade in vivo em função do tempo mostra que a
AlPHCl apresenta-se instável no tecido normal e neoplásico, pois não há
predominância de um período durante as 48 horas de análise de fluorescência,
havendo uma oscilação freqüente da intensidade, ou seja, da concentração da droga
no tecido analisado. Pode-se inferir por meio do perfil espectral, que a AlPHCl tende a
ficar circulando, sem o comportamento de se estabilizar no tecido tumoral, confirmando
que estudos in vitro ou com células possuem uma distância significativa de resultados
in vivo, considerando a complexidade dos sistemas biológicos, afirmação também
realizada por Finlay et al. (2006). No cólon normal o período de maior intensidade foi
entre 18 e 24 horas (Figura 22), enquanto no tecido tumoral, houve um aumento na
intensidade em 16 horas e entre 22 a 26 horas a intensidade se apresentou
discretamente maior (Figura 23). Este último período contraria estudos que
demonstram que as drogas fotossensíveis apresentam maior afinidade no tecido
neoplásico e, portanto, deveriam fixar-se no tecido tumoral mais precocemente (Zhu,
Finlay, 2008). Esta pesquisa sugere que estudos fotoquímicos deste elemento
fotossensível sejam mais aprofundados nos ensaios in vivo, pois a dinâmica circulatória
e tecidual de um animal vivo difere, significativamente, quando comparada à dinâmica
celular in vitro, em que foi verificado um efeito satisfatório da AlPHCl (Pazos et al.,
2007).
Assim como na cinética da AlPcS4, o tempo de escolha para a
realizar a TFD foi aquele que apresentou uma intensidade maior em função do tempo,
portanto optou-se por irradiar os tumores no período entre 22 e 26 horas, optando-se
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também pelas 24 horas após a injeção da droga.
A TFD foi realizada com um laser na faixa espectral de absorção das
ftalocianinas, pois conforme discutem Nowis et al. (2005) os comprimentos de onda
utilizados em TFD, normalmente, situam-se entre o espectro vermelho e infravermelho
próximo, não excedendo 850nm, pois como relatam Tanabe et al. (2004), acima deste
faixa a produção de oxigênio singleto tende a diminuir. Em adição, para que uma
reação biológica ocorra é necessário que a luz emitida seja absorvida pela droga
fotossensível o que é possível quando o comprimento de onda da luz está dentro da
faixa de absorção da droga fotossensível.
Um parâmetro crítico para se considerar a eficácia da TFD é a
profundidade de penetração da luz através dos tecidos e este fato é dependente de
vários processos como reflexão, espalhamento, transmissão, absorção ou a
combinação destes (Plapler et al., 2008). Tipicamente a profundidade de penetração
dos lasers utilizados para a TFD é de 3mm a 8mm, porém tumores acima de 1cm
podem ser tratados com TFD devido à concomitante ativação do sistema imunológico
(Moan et al., 2003). Nowis et al. (2005) comparam diversas substâncias fotossensíveis
e classificam as ftalocianinas cloroalumínio como escolha satisfatória devido à boa
penetração, baixa toxicidade no escuro, bom acúmulo no tecido tumoral e alta
seletividade, porém outros fatores como densidade de energia, densidade de potência,
oxigenação tecidual e vascularização, também são importantes para um efeito
fotodinâmico satisfatório (Sibata et al., 2000; Nowis et al., 2005; Mackenzie et al., 2008).
Os resultados desta pesquisa contrariam estes autores, principalmente no que
concerne à penetração, acúmulo e seletividade da droga no sítio tumoral, pois a lesão
tecidual não foi observada em todos os tumores irradiados. Nos tecidos que
apresentaram necrose, a lesão superficial foi mais freqüente, havendo necroses
extensas apenas em um tumor às 48 horas e em 5 tumores às 72 horas, todas
referentes à AlPcS4. Nos outros tumores em que também se observou necrose, esta foi
superficial. Além disso, o fato das drogas lipofílicas se ligarem mais aos receptores LDL
de membrana das células tumorais, deveria contribuir para um melhor efeito desta
classe de elementos fotossensíveis.
Os grupos controles foram baseados nos elementos da TFD
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aplicados separadamente, pois assim demonstrou-se, qualitativamente, que os efeitos
no tecido tumoral e epitelial ocorreram certamente devido à associação de uma das
drogas com a irradiação laser. Este modelo de controle foi escolhido pela
impossibilidade de se realizar uma biópsia no tecido tumoral para análise antes de
cada tratamento, isto devido às alterações teciduais e de fluxo sanguíneo que iriam
ocorrer nos tecidos e, desta forma, alterariam os resultados desta pesquisa.
Para a avaliação dos padrões histológicos de tecidos submetidos a
tratamentos podem-se utilizar desde técnicas simples de inclusão de amostras em
bloco de parafina e coloração por HE, técnica esta que permite a mensuração da área
de necrose, até a realização de técnicas imunohistoquímicas que permitem a marcação
de antígenos por meio da utilização de anticorpos monoclonais, como por exemplo, o
Ki67 (Mello, Alves, 1999; Timm, 2005).
A classificação histopatológica mostrou que aproximadamente 91%
dos tumores eram adenocarcinomas, enquanto adenomas apareceram em 6% dos
casos, sendo que todos os tumores tratados localizavam-se na região do cólon,
conforme descrito por Larangeira et al.(1998) e Cheng et al.(2003). Em 3% dos casos a
classificação não foi possível, pois não havia mais tecido tumoral devido à terapia
realizada (Figura 25).
Conforme demonstram os resultados, áreas de necrose foram
observadas em apenas alguns dos tecidos submetidos à TFD e, nestes tecidos
procedeu-se a mensuração por meio do programa ImageTool® 3.0. Conforme
demonstrado na Tabela 1 e na figura 28, o grupo que apresentou maior área de
necrose foi o pertencente à AlPcS4 com 72 horas, havendo inclusive, um aumento
desta área em função do tempo, corroborando com estudos realizados por Barr et al.
(1991), Regula et al. (1995) e Harada et al. (2005).
Porém, também foi observada a ocorrência de necrose no grupo
AlPHCl em 0 horas, conforme figura 33. No entanto, sabe-se que a necrose não ocorre
no período imediato pós-terapia e, isto pode ser explicado baseando-se no fato que a
área de necrose estava localizada na mucosa intestinal adjacente ao tumor, o que
torna possível inferir que esta mucosa já estava em processo de lesão devido à
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presença do tumor, pois nos dois casos encontrados tratavam-se de adenocarcinomas
infiltrativos na camada muscular.
As figuras 26 e 27 são representativas do adenoma e
adenocarcinoma, mostrando claramente a diferença histopatológica entre os dois tipos
tumorais. Enquanto no adenoma é possível se observar uma organização tecidual, no
adenocarcinoma percebe-se a modificação do tecido tumoral e o caráter infiltrativo,
porém ainda com grau de diferenciação (Cotran et al., 2000).
A figura 29 mostra a necrose superficial que foi típica do grupo
AlPcS4 em 24 horas. Já o grupo AlPcS4 48 horas teve áreas de necrose mais extensas,
conforme mostra a figura 30. Em AlPcS4 72 horas, além de áreas extensas de necrose
(Figura 31) similares ao de AlPcS4 48 horas, houve amostras com redução completa da
massa tumoral, conforme demonstrado na figura 32, inclusive estes achados não
ocorreram nos outros grupos estudados. Observou-se também que a necrose teve um
perfil de avanço no tecido tumoral, ou seja, da superfície para o centro do tumor. Esta
característica deve-se ao método com que o tumor foi irradiado, ou seja, devido à
realização de seis pontos, alterando-se o posicionamento da caneta do laser.
O efeito de morte celular após a TFD, seja por necrose ou apoptose,
já vem sendo discutido há vários anos desde os trabalhos iniciais realizados por
Dougherty et al. (1985) até os dias de hoje (Moor, 2000; Marchal et al., 2004; Banfi et
al., 2007; Kyriazi et al., 2008). Os mecanismos que desencadeiam a morte tecidual
ainda não estão totalmente esclarecidos, porém sabe-se que as reações do tipo I e II
que ocorrem após a iluminação do tecido na presença do fotossensível são os
principais caminhos, conforme revisão realizada por Zhu e Finlay, 2008. Além disso,
Henderson et al. (1992) discutiram sobre as mudanças microvasculares que ocorrem
durante e após a TFD, apontando como um dos pontos cruciais a oclusão vascular
decorrente do aumento nos níveis de tromboxano, um potente agregador de plaquetas
e agente vasoconstritor. A lesão endotelial verificada por Zhou em 1989, também pode
explicar o favorecimento da adesão de plaquetas, devido à ativação de mediadores
químicos inflamatórios.
A depleção de oxigênio por conta dos fatores discutidos acima deve
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ser levada em consideração na análise dos efeitos fotodinâmicos. Ainda há muita
diversidade nas conclusões de estudos que tentam elucidar os mecanismos da
fototerapia, visto que ao contrário do que foi descrito acima Jiang et al. (2004) afirmam
que a TFD estimula a produção de VEGF, promovendo a angiogênese e,
conseqüentemente, favorecendo a proliferação celular e não eliminação do tecido
tumoral.
Outro fator que deve ser considerado são as densidades de energia
e potência que devem ser adequadas para a realização da TFD. Os parâmetros
utilizados nesta pesquisa estão de acordo com vários trabalhos que obtiveram
resultados satisfatórios. Importante salientar que existe uma variação muito grande
destas densidades utilizadas em experimentos in vivo ou in vitro e, ainda, em trabalhos
clínicos (Regula et al., 1995; Henderson et al.,2000; Pazos et al., 2007; Hage, 2008;
Kyriazi et al., 2008).
A partir destas reflexões deve-se considerar a hipótese de
diminuição de oxigênio local, na presente pesquisa, na tentativa de explicar a não
ocorrência de necrose em todos os tecidos estudados com a AlPcS4.
As figuras 34, 35, 36, 37 e 38 mostram as lâminas submetidas à
técnica de imunoistoquímica para o marcador de proliferação celular Ki67. As células
positivas, ou seja, núcleos em proliferação, são marcadas em cor marrom acastanhado.
Como se pode observar, nas áreas demarcadas anteriormente pela técnica de
coloração HE, há claramente a diminuição de núcleos positivos para Ki67, pois nesta
área há células mortas, células em processo de morte por necrose ou apoptose ou
ainda, células com grau menor de proliferação celular.
O anticorpo Ki67 foi desenvolvido em 1983 a partir de um antígeno
presente em células em proliferação em diferentes fases do ciclo celular com exceção
a G0, considerando-se que a neoplasia é freqüentemente expressada pela perda da
organização celular acompanhada, substancialmente, por células em intensa
proliferação (Kristt et al., 1999; Mello, Alves, 1999;). Em 1992, a análise do Ki67 foi
considerada a principal ferramenta para avaliação da proliferação celular em
neoplasias e, portanto, de prognóstico para vários tipos de carcinomas, entre eles, o
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colorretal, avaliando o padrão de crescimento de uma população celular, ou seja,
células marcadas são células em proliferação, um fator negativo para análise de
prognóstico (Kristt et al., 1999; Mello, Alves, 1999; Suzuki et al., 2004; Salminen et al.,
2005; Hashimoto et al., 2006).
A associação do histopatológico com o uso do marcador Ki67 tem
sido satisfatória em tumores colorretais, pois ao contrário do que se observa em muitos
tipos neoplásicos, a avaliação isolada histopatológica para prognóstico não é suficiente.
Isto deve-se ao fato que nesta localização a apresentação de tumores em mesmo
estágio pode ser heterogênea quando medidas por proliferação. Salminen et al. (2005)
consideram este marcador uma ferramenta coadjuvante para uma melhor avaliação
prognóstica pós-terapia, pois é avaliada independentemente dos achados
histopatológicos.
A leitura das lâminas de imunoistoquímica foi a mais ampla possível
dentro do tecido tumoral e epitélio e, para assegurar a veracidade dos resultados, a
leitura foi realizada no modo cego. Optou-se também pela análise do tecido epitelial,
pois ele pode responder à irradiação de acordo com os princípios ópticos do laser no
tecido biológico (Karu, 1985; Karu, Kolyakov, 2005; Amat et al., 2006).
Os testes estatísticos foram escolhidos após a determinação das
amostras como não paramétricas, ou seja, sem distribuição normal. O número de
tumores por grupo de estudo é diferente, ou seja, as amostras não são homogêneas,
porém, como se trabalha dentro de proporções, este fator, estatisticamente, não
influencia os resultados, ao contrário, impede que se eliminem componentes relevantes
com a retirada de amostras. O teste de Kruskal-Wallis é utilizado quando se deseja
fazer comparações entre mais de dois grupos simultaneamente, enquanto o método
Bonferroni foi utilizado a fim de se fazer as comparações múltiplas dentro dos tempos
da AlPcS4, já que estas demonstraram resultados clínicos significativos. O nível de
significância adotado foi 5%, nível este adotado como referência em estudos da área
de saúde. (Siegel, Castellan, 1988).
Os achados estatísticos foram coerentes com a análise qualitativa
das lâminas. A tabela 4 mostra diferença estatisticamente significante (p-valor 0,003),
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quando há a comparação do grupo AlPcS4 entre os tempos, enquanto não há
diferenças significantes entre os tempos do grupo AlPHCl. Isto é demonstrado pela
figura 39 em que se verifica a diminuição do número total de células positivas no tecido
tumoral no grupo AlPcS4 ao longo das 72 horas e a variação do grupo AlPHCl
apresenta-se mínima neste período. Estes achados corroboram os resultados obtidos
na mensuração das áreas de necrose, além de estarem de acordo com Barr et al.
(1991) e Harada et al. (2005), que mostraram que às 72 horas há a lesão máxima no
tecido tumoral de cólon após TFD.
A figura 40 mostra a comparação entre todos os tempos dentro de
cada um dos grupos, inclusive entre os grupos controle e demonstra o aumento no
número de células totais positivas do tumor no grupo controle irradiado, embora sem
diferença estatística significante. Este achado se justifica pela ação de um dos efeitos
da terapia de baixa potência em que as células que absorvem a energia do laser
tendem a aumentar o grau de proliferação (Karu, 1987; Karu, Kolyakov, 2005; Amat et
al., 2006; Reis et al., 2008). A tabela 5 e as figuras 41 e 42, demonstram os achados
percentuais em relação às células totais positivas do tumor, sendo que os mesmos
acompanham os resultados dados em números absolutos.
A tabela 6, representativa da contagem de células positivas para o
marcador Ki67 no epitélio intestinal já demonstra, além da tendência estatística entre
os grupos de drogas (p-valor 0,007), ainda uma tendência com p-valor de 0,006,
comparando-se os grupos controles. Este resultado sugere que o epitélio respondeu
tanto à ação da TFD, pois houve diminuição do número de células em proliferação do
tecido epitelial, quanto à ação da terapia de baixa potência, pois houve aumento no
número de núcleos marcados no grupo controle que recebeu apenas irradiação,
comprovando mais uma vez o achado similar do tecido tumoral. A figura 43 apresenta a
diferença dos perfis da contagem de células marcadas do epitélio entre os grupos
AlPcS4 e AlPHCl, mostrando uma variação significativa ao longo do tempo no primeiro
grupo, podendo inferir que há a ação à distância da TFD, ou seja, ela não atua apenas
no tecido tumoral irradiado (Karu, 1987; Karu, Kolyakov, 2005; Amat et al., 2006; Reis
et al., 2008).
A figura 44, mostra a comparação quantitativa entre todos os grupos,
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havendo um aumento no número de células imunocoradas do epitélio no grupo controle
irradiado (irrad), reforçando os resultados e discussão anteriores. A tabela 7 e a figura
45 acompanham os resultados em números absolutos, porém na figura 46 observa-se
que o grupo sem nenhum tratamento apresentou uma pequena vantagem, porém sem
significância estatística, sobre o grupo irradiado. Este achado pode ser explicado pelo
fato de que um dos tumores deste grupo possuía dimensão maior, ou seja,
proporcionalmente apresentou também um número maior percentual de células
positivas.
Os resultados imunoistoquímicos obtidos na TFD com AlPcS4
mostraram que os tumores estão reduzindo em função do tempo após a irradiação,
conforme relatado também por Willet et al. (1995) e Suzuki et al. (2004) que
consideram o Ki67 e o PCNA como fatores prognósticos úteis na prática clínica pelo
fato de serem independentes da análise histopatológica. Já com a droga AlPHCl esta
tendência de diminuição não foi observada o que deve incitar uma investigação mais
detalhada e melhor adequação do uso in vivo.
Para a presente pesquisa o Ki67 mostrou-se eficiente dentro dos
objetivos, visto que os seus resultados somaram-se com os obtidos pela
histomorfometria e ambos foram confirmados pela análise estatística realizada com as
áreas de necrose e com o número de células imunocoradas.
Segundo a literatura muitos autores demonstram maior efetividade
do veículo lipossomal na entrega da droga ao sítio tumoral, já que estas drogas se
ligam a lipoproteínas de alta e, principalmente, baixa densidade e o tecido tumoral
possui muito mais receptores de lipoproteínas de baixa densidade quando comparados
aos tecidos normais. Isto favorece o alcance destas substâncias nas células alvo
(Valduga et al., 1996; Ochsner, 1997; Martins et al., 2004; Erjavec et al., 2006).
O trabalho realizado por Valduga e seus colaboradores apontou
resultados similares no uso de veículo aquoso comparado ao lipossomal. Em ambos os
casos as conclusões foram satisfatórias, o que está em desacordo com os resultados
deste trabalho em que a droga hidrofílica foi mais vantajosa, comparada à lipofílica. O
que Juzenas et al. (2004) reforçam é que em soluções aquosas a concentração da
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ftalocianina cloroalumínio tetrassulfonada deve ser alta para obtenção de bons efeitos
fotodinâmicos, condição utilizada na presente pesquisa.
Para o tratamento de tumores que normalmente são limitados às
camadas mucosa e submucosa, como é caso dos colorretais, técnicas minimamente
invasivas são consideradas mais favoráveis, já que tratamentos como os de efeito
térmico podem facilmente contribuir para a perfuração do órgão, lesão em tecidos
adjacentes normais e, conseqüentemente, efeitos inflamatórios em excesso. O
tratamento cirúrgico hoje é o mais utilizado, porém a recorrência é comum, pois muitas
vezes a ressecção não é suficiente, além do trauma que é realizado no tecido. Com
isso, a TFD pode ser considerada um método viável para o tratamento de tumores
colorretais, pois é uma técnica fotoquímica de efeito não térmico, permite irradiação
não invasiva por meio de colonoscópio, promovendo lesão muito menor,
comparativamente aos tratamentos convencionais, além dos efeitos adversos serem
reduzidos e controláveis. Além disso, a sua distribuição no tecido favorece a obtenção
de uma margem de segurança satisfatória, preservando o colágeno e a integridade
tecidual com redução do risco de perfuração.
A existência de um número considerável de células marcadas
mostra que ambas as drogas não permitem que estes animais tenham um prognóstico
favorável da doença apenas com o uso da terapia fotodinâmica, podendo haver, ainda,
o aumento desta massa tumoral, infiltração e, conseqüentemente, comprometimento do
órgão. Portanto, com base nos resultados desta pesquisa, a TFD pode ser utilizada
como terapia coadjuvante a outras técnicas convencionais, diminuindo doses e número
de sessões destas terapias com intensos efeitos adversos o que proporcionará mais
segurança prognóstica, além de melhorar a qualidade de vida dos pacientes.
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6 CONCLUSÕES
A ftalocianina cloroalumínio tetrassulfonada mostrou-se mais
eficiente neste modelo experimental.
O método desenvolvido para realização da cinética das drogas e
para a realização da TFD, mostrou-se adequado para os objetivos desta pesquisa.
Por meio da técnica de espectroscopia de fluorescência foi possível
se determinar o período ideal de irradiação entre 22 e 26 horas para as drogas
ftalocianina cloroalumínio tetrassulfonada e ftalocianina cloroalumínio incorporada a
lipossomos.
A histomorfometria permitiu a determinação da ocorrência de
necrose, sendo esta mais evidente no grupo da droga hidrossolúvel com eutanásia
após 72 horas da TFD.
De acordo com os resultados da imunoistoquímica ao longo da 72
horas houve uma diminuição mais significante no número de células nos tumores
tratados com a droga hidrofílica quando comparada à incorporada a lipossomos. Desta
forma, a AlPCS4 mostrou-se mais positiva do ponto de vista terapêutico.
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7 TRABALHOS FUTUROS
A partir dos resultados obtidos por esta pesquisa fazem-se
necessárias as seguintes investigações futuras:
- Compreender o comportamento da droga AlPHCl no organismo in
vivo, realizando medidas de fluorescência em outros tecidos,
inclusive do sangue e urina.
- Prolongar o período de estudo além das 72 horas para se verificar
a evolução da lesão no tecido tumoral e epitelial;
- Adaptar a técnica de irradiação em animais para a via
colonoscópica por meio da utilização de um laser de maior
potência, portando ponteira para irradiação em 180º, otimizando a
distribuição da energia pelo tecido tumoral;
- Compreender os processos de morte celular por meio de
ferramentas imunoistoquímicas como TUNEL, Caspase 3, entre
outras.
- Compreender os mecanismos imunológicos após a realização da
terapia fotodinâmica e verificar a sua influência nos resultados
clínicos deste tratamento;
- Testar novas drogas fotossensíveis neste modelo tumoral.
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ANEXOS
Anexo 1
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ABSTRACT
Purpose: To compare the photosensitizers chloroaluminum phthalocyanine
tetrasulfonate and chloroaluminum phthalocyanine incorporated into liposomes.
Methods: The kinetics of both drugs was carried out by fluorescence spectroscopy for
48 hours of monitoring in chemically induced colorectal tumors in Wistar rats. After that,
animals with the same tumors induction protocol were treated by photodynamic therapy
using in each group a different type of drugs associated with diode laser irradiation at
660nm. Results: The kinetics showed the best period of irradiation for each drug
between 22 and 26 hours. Necrosis caused by the therapy has just occurred in
chloroaluminum phthalocyanine tetrasulfonate group and the greater areas have
occurred in the 72 hours group. The immunohistochemical performed with the cell
proliferation marker Ki67 has comproved the findings of histomorphometry. The
chloroaluminum phthalocyanine incorporated into liposomes have seemed to be
unstable in vivo, which may explain the not occurrence of its purpose. Conclusions:
The chloroaluminum phthalocyanine tetrasulfonate proved to be more efficient in this
experimental model, even though there was a considerable permanence of tumoral
tissue suggesting the photodynamic therapy as a adjuvant therapy to other conventional
techniques.
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